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บทคัดย่อ 

 

ศกึษาบทบาทของระบบ multidrug efflux pumps ตอ่การดือ้ยาใน Acinetobacter baumannii ท่ีแยกได้
จากผู้ ป่วยจํานวน 121 เชือ้ โดยทําการศกึษาความไวตอ่ยาปฏิชีวนะ การแพร่กระจายและการมีสว่นร่วม
ของระบบ multidrug efflux pumps ทัง้ท่ีใช้ ATP และ pmf เป็นแหลง่พลงังาน การแสดงออกของระบบ 
AdeABC, AdeIJK และ AdeFGH ความสมัพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeIJK 
และ AdeFGH กบัชนิดของยาปฏิชีวนะ และการควบคมุการแสดงออกของยีนทัง้ 3 ระบบ ผลการวจิยั
พบวา่ มีการแพร่กระจายของ A. baumannii  ท่ีดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนัในผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวั
ในโรงพยาบาล โดยกลไกการดือ้ยาท่ีใช้ ATP และ/หรือ pmf เป็นแหลง่พลงังานมีบทบาทสําคญัตอ่การ
ดือ้ยาในเชือ้เหลา่นี ้ เชือ้ A. baumannii  เหลา่นีมี้การแสดงออกของระบบ multidrug efflux systems 
หลายระบบพร้อมกนั ระดบัการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeFGH และ AdeIJK ไม่มี
ความสมัพนัธ์กบัชนิดและระดบัความไวตอ่ยาปฏิชีวนะและการแสดงออกและการควบคมุการทํางานของ
ระบบ multidrug efflux systems ใน A. baumannii มีความซบัซ้อน ผลการวิจยัชีใ้ห้เห็นถึงความจําเป็น
ในการควบคมุการใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาผู้ ป่วยอยา่งสมเหตสุมผล 
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Abstract 

 

Role of multidrug efflux systems in antimicrobial resistance was studied in 121 Acinetobacter 
baumannii isolates from patients.The studies included antimicrobial susceptibiity test, 
determination of distribution of multidrug efflux pumps using ATP amd/or pmf, determination of 
expression of AdeABC, AdeIJK and AdeFGH, examination of the correlation between the 
AdeABC, AdeIJK and  AdeFGH effux pumps and antimicrobial resistance, and regulation of 
the three effux systems. The results showed that multidrug-resistant A. baumannii  are widely 
distributed among the patients admitted to the hospital. The multidrug efflux pumps using ATP 
and/or pmf as energy source play a role in antimicrobial resistance among these isolates. 
There is the simultaneous expression of many multidrug efflux pumps in the A. baumannii 
clinical isolates. The expression level of  AdeABC, AdeFGH and AdeIJK was not well 
correlated to type and level of antimicrobial susceptibility. The regulation of AdeABC, AdeFGH 
and AdeIJK expression is complicated. The results indicate the need for jodicuius use of 
antimicrobials for treatment of patients 
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บทนํา 
 

A. baumannii เป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีพบบอ่ยมากในผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล โดยอตัราการตดิ
เชือ้นีส้งูขึน้และกลายเป็นสาเหตท่ีุสําคญัอนัดบั 2 รองจาก Pseudomonas aeruginosa ของการตดิเชือ้ในผู้ ป่วยท่ี
มีการตดิเชือ้แทรกซ้อน ผู้ ป่วยท่ีมีภาวะภมิูคุ้มกนับกพร่อง ผู้ ป่วยท่ีได้รับยาสเตรียรอยด์และผู้ ป่วยใน intensive 
care units (ICUs) [1] ในปัจจบุนั A. baumannii ได้รับความสนใจจากนกัวจิยัและแพทย์ทัว่โลกเน่ืองจาก
อบุตักิารณ์การตดิเชือ้เพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็ว สามารถก่อโรคได้หลายระบบ และท่ีสําคญัคือ เป็นเชือ้ท่ีแยกได้บอ่ย
ท่ีสดุจากบาดแผลของทหารท่ีได้รับบาดเจ็บจากการทําสงครามในประเทศอิรักและอฟักานิสสถาน[2-4] ซึง่
สนบัสนนุวา่การตดิเชือ้ชนิดนีไ้ม่ได้จํากดัอยูใ่นโรงพยาบาลเทา่นัน้ ปัญหาสําคญัท่ีสดุของการตดิเชือ้ A. 
baumannii คือ การดือ้ตอ่ยาหลายชนิดพร้อมกนั  (multiple drug resistance, MDR) จากรายงานการวิจยัท่ีผา่น
มาพบวา่เชือ้ชนิดนีดื้อ้ตอ่ยาเกือบทกุชนิดท่ีมีใช้ในการรักษาการตดิเชือ้ในปัจจบุนั ยกเว้น colistin[5-7] อยา่งไรก็
ตาม colistin มีผลข้างเคียงสงู เป็นพิษตอ่ไตและระบบประสาท รวมทัง้ยบัยัง้การทํางานของระบบประสาทใน
กล้ามเนือ้ ซึง่จํากดัการนํามาใช้รักษาอาการตดิเชือ้ในระยะยาว[8-10] 

 

กลไกการดือ้ยาของ A. baumannii มีความหลากหลายและซบัซ้อน เชือ้ชนิดนีดื้อ้ยาโดยพนัธุกรรมอยูแ่ล้วและยงั
สามารถพฒันาการดือ้ยาขึน้ได้อีกในระหวา่งการรักษา สง่ผลให้การตดิเชือ้ A. baumannii ตอบสนองตอ่การรักษา
ในช่วงระยะเวลาหนึง่เทา่นัน้  จากการศกึษาท่ีผา่นมาพบวา่ระบบ multidrug efflux pumps มีบทบาทสําคญัตอ่
การดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนัในแบคทีเรียแกรมลบ โดยแบง่เป็น 2 กลุม่ใหญ่ตามแหลง่พลงังานท่ีใช้คือ กลุม่ท่ีใช้ 
ATP และกลุม่ท่ีใช้ proton motif force (pmf) เป็นแหลง่พลงังาน[11] โดยท่ีระบบ multidrug efflux pumps ใน 
the Resistance Nodulation and Cell division (RND) family ซึง่ใช้ pmf เป็นแหลง่พลงังานมีบทบาทสาํคญัท่ีสดุ
ตอ่การดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนัในแบคทีเรียแกรมลบ[11, 12] และท่ีมีรายงานใน A. baumannii มีจํานวน 3 
ระบบ คือ AdeABC, AdeIJK และ AdeFGH (รูปท่ี 1 และ 2) [5-7]  ทัง้ 3 ระบบสามารถขนสง่ยาหลายชนิดออก
นอกเซลล์ (ตารางท่ี 1) ทําให้ความเข้มข้นของยาภายในเซลล์ไม่เพียงพอท่ีจะทําลายเซลล์ได้ ดงันัน้การรักษา
อาการตดิเชือ้ A. baumannii ด้วยยาเหลา่นีจ้งึไม่มีประสทิธิภาพ 
 
สําหรับวงการแพทย์ เปา้หมายใหม่สําหรับการผลติยา (new drug target) เพ่ือรักษาการตดิเชือ้แบคทีเรียคือ 
efflux pump inhibitor (EPI) ซึง่เป็นสารท่ีสามารถยบัยัง้หรือขดัขวางการทํางานของระบบ multidrug efflux 
pumps  เม่ือนํามาใช้ร่วมกบัยาปฏิชีวนะจะทําให้ความเข้มข้นภายในเซลล์ของยาปฏิชีวนะท่ีเป็น substrates ของ
ระบบเพิ่มขึน้ จนถึงระดบัท่ีสามารถออกฤทธ์ิฆา่เชือ้ได้ สง่ผลให้สามารถใช้ยาเหลา่นีใ้นการรักษาได้อีกครัง้[13] 
การพฒันาเพ่ือผลติ EPI ท่ีสามารถใช้ร่วมกบัยาปฏิชีวนะท่ีมีจําหน่ายในปัจจบุนัเป็นทางเลือกหนึง่สําหรับการ
รักษาอาการตดิเชือ้ A. baumannii ดือ้ยาและยงัอยูใ่นระยะเร่ิมต้น ซึง่ยงัขาดข้อมลูสําคญัท่ีจําเป็นตอ่การพฒันา
ดงักลา่วและยงัมีคําถามท่ีสําคญัเก่ียวกบัการแพร่กระจายและบทบาทของระบบ multidrug efflux pumps ใน A. 
baumannii clinical isolates ดงันี ้
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1. การแพร่กระจายและการมีสว่นร่วมของระบบ multidrug efflux pumps ทัง้ชนิดท่ีใช้ ATP และ pmf 

เป็นแหลง่พลงังานใน A. baumannii clinical isolates เป็นอยา่งไร 
2. ระบบ multidrug efflux pumps ทัง้ 3 ระบบคือ AdeABC, AdeIJK และ AdeFGH ระบบใดบ้างท่ีมี

การแสดงออกใน A. baumannii clinical isolates ในปัจจบุนัยงัมีข้อมลูน้อยมากและจํากดัอยูท่ี่
ระบบ AdeABC 

3. ยาปฏิชีวนะตวัใดท่ีสามารถใช้เป็น phenotypic markers ของระบบ AdeABC, AdeIJK และ 
AdeFGH ได้  

4. บทบาทของระบบ AdeABC ตอ่การดือ้ยาใน A. baumannii clinical isolates เป็นอยา่งไร เน่ืองจาก
เป็นระบบแรกท่ีมีรายงาน ถงึแม้จะมีรายงานการวิจยัเก่ียวกบัระบบนีม้ากกวา่ระบบอ่ืนๆ แตก็่ยงัมี
ข้อมลูไมม่ากโดยเฉพาะใน clinical isolates ซึง่การศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของระบบนีจ้ะ
สามารถนําไปใช้อ้างอิงและเป็นพืน้ฐานการศกึษาระบบอ่ืนๆ ตอ่ไป 

5. ประสทิธิภาพของ EPI ท่ีรู้จกัในปัจจบุนัตอ่การลดความดือ้ยาใน A. baumannii clinical isolates 
เป็นอยา่งไร ท่ีผา่นมายงัมีการศกึษาไม่มากและมกัทดสอบด้วย disk assay หรือการวดัความขุน่ของ
อาหารเลีย้งเชือ้ ซึง่ไม่สามารถบอกประสทิธิภาพของ EPI ในการเพิ่มของยาปฏิชีวนะได้ชดัเจน
เทา่กบัคา่ MICs สารเคมีบางชนิดท่ีพบวา่มีฤทธ์ิเป็น EPI ในแบคทีเรียชนิดอ่ืน เช่น Pseudomonas 
aeruginosa ยงัไม่เคยทดสอบด้วยเทคนิคท่ีมีประสทิธิภาพใน A. baumannii clinical isolates  

 

โครงการวิจยัครัง้นีต้้องการศกึษาระบบ multidrug efflux pumps ใน A. baumannii clinical isolates เพ่ือตอบ
คําถามดงักลา่ว โดยจะศกึษาการแพร่กระจายของชดุยีนท่ีควบคมุระบบ multidrug efflux pumps และการมีสว่น
ร่วมของระบบ multidrug efflux pumps ตอ่การดือ้ยาในเชือ้ชนิดนี ้
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รูปที่ 1 แบบจําลองแสดงโครงสร้างของระบบ AdeABC, AdeIJK และ AdeFGH ใน A. baumannii แต่ละ
ระบบประกอบด้วย 3 ส่วนหรือเรียกว่า tripartite system ได้แก่ 1) ตวัขนส่งท่ีผนงัเซลล์ชัน้ในหรือ transporters 
(AdeB, AdeJ และ AdeG) 2) outer membrane protein ท่ีผนังเซลล์ชัน้นอกเป็นทางออกสู่ภายนอกของยา 
(AdeC, AdeK และ AdeH)  และ 3) membrane fusion protein ในชัน้ periplasm (AdeA, AdeI และ AdeF)  
ซึง่เช่ือว่าทําหน้าท่ีเป็นสะพานเช่ือมระหว่างตวัขนส่งท่ีผนงัเซลล์ชัน้ในกบั membrane fusion protein ยาท่ีผ่าน
เข้าสูเ่ซลล์จะถกูจบัโดยตวัขนสง่ท่ีผนงัเซลล์ชัน้ในและถกูสง่ออกไปนอกเซลล์โดยผา่นระบบในขัน้ตอน 
เดียว คํายอ่ IMP, inner membrane protein; OMP, outer membrane protein, PM, periplasmic space 
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ตารางที่ 1 ยาปฏิชีวนะท่ีถกูขบัออกสง่ออกโดยระบบ AdeABC, AdeIJK และ AdeFGH ใน A. baumannii 
 

ระบบ ยาปฏชีิวนะ 
AdeABC 
 
 
 
AdeIJK 
 
 
AdeFGH 

amikacin chloramphenicol cefotaxime erythromycin 
gentamicin kanamycin norfloxacin tetracycline netilmicin 
ofloxacin pefloxacin sparfloxacin tobracycline tobramycin 
trimethroprim 

-lactams chloramphenicol tetracycline erythromycin 
lincosamide fluoroquinolones fusidic acid rifampicin 
trimethroprim novobiocin, clindamycin 

chloramphenicol clindamycin ciprofloxacinm trimethroprim 

 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2 ชดุยีน (operon) ของระบบ multidrug efflux  ใน A. baumaii 
ลกูศรแสดงทิศทางของยีน ตวัเลขด้านบนของแตล่ะยีนแสดงขนาดของยีน 
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วัตถุประสงค์โครงการ 

 
1. เพ่ือศกึษาการแพร่กระจายและการมีสว่นร่วมของระบบ multidrug efflux pumps ทัง้ท่ีใช้ 

ATP และ pmf เป็นแหลง่พลงังานตอ่การดือ้ยาใน A. baumannii clinical isolates 
2. เพ่ือศกึษาการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeIJK และ AdeFGH ใน A. baumannii 

clinical isolates 
3. เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeIJK และ 

AdeFGH กบัชนิดของยาปฏิชีวนะ  
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การสาํรวจแนวความคดิและการวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

A. baumannii เป็นสาเหตขุองการตดิเชือ้ในโรงพยาบาล (nosocomial infections) ท่ีพบได้ในหลายระบบของ
ร่างกาย โดยอตัราการตดิเชือ้ชนิดนีใ้นผู้ ป่วยได้เพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็วทัว่โลก เม่ือเร็วๆ นี ้ เชือ้ชนิดนีไ้ด้กลายเป็นท่ี
สนใจพิเศษเพราะเป็นเชือ้ท่ีแยกได้มากท่ีสดุจากบาดแผลของทหารท่ีเข้าทําประจําการในประเทศอฟักานิสสถาน2-4 
แสดงวา่เชือ้ชนิดนีไ้ม่ได้เป็นเชือ้แทรกซ้อนท่ีจํากดัอยูใ่นโรงพยาบาลเทา่นัน้ ปัญหาสําคญัของการตดิเชือ้ชนิดนีคื้อ 
การดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนั พบวา่ A. baumannii ดือ้ตอ่ยาเกือบทกุชนิดท่ีมีจําหน่ายอยูใ่นท้องตลาดปัจจบุนั5-7 
 

กลไกสําคญัของการดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนัในแบคทีเรียคือ ระบบ multidrug efflux pumps ท่ีมีการศกึษาเป็น
อยา่งดี คือ P. aeruginosa ซึง่เป็นสาเหตขุอง nosocomial infections เช่นกนัและได้มีการพฒันา EPI เพ่ือใช้ใน
การรักษาควบคูก่บัยาปฏิชีวนะสําหรับการรักษาการตดิเชือ้ชนิดนี ้ 13 14ในทางตรงกนัข้าม การศกึษาเก่ียวกบัระบบ 
multidrug efflux pumps และ EPI ใน A. baumannii ยงัมีไม่มากและยงัไม่มีข้อมลูเพียงพอสําหรับการพฒันา 
EPI เพ่ือเป็นอีกทางเลือกหนึง่ในการรักษา 

 

ในปัจจบุนัระบบ multidrug efflux pumps ท่ีพบใน A. baumannii มีทัง้หมด 3 ระบบ คือ AdeABC, AdeIJK และ 
AdeFGH ซึง่ระบบ AdeABC และ AdeIJK มีรายงานการพบใน clinical isolatesท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย สว่นระบบ 
AdeFGH พบการแสดงออกในเชือ้ในห้องปฏิบตักิารเทา่นัน้ ระบบ AdeABC เป็นระบบท่ีมีการศกึษามากท่ีสดุใน
ขณะนีเ้พราะเป็นระบบแรกท่ีพบ โดยการแสดงออกของระบบทําให้เกิดการดือ้ตอ่ยาท่ีใช้ในการรักษาหลายชนิดท่ี
ไม่มีความสมัพนัธ์กนัทางโครงสร้าง เช่น amikacin chloramphenicol cefotaxime erythromycin gentamicin 
kanamycin norfloxacin tetracycline tobracycline trimethroprim เป็นต้น5 ระบบ AdeIJK สามารถขบัออกยา

ในกลุม่ -lactams chloramphenicol tetracycline erythromycin lincosamide fluoroquinolones fusidic 
acid rifampicin trimethroprim novobiocin และ clindamycin6 จากการศกึษาโดยการตดัยีนควบคมุการทํางาน
ของระบบ AdeFGH ในเชือ้ท่ีไม่มีการแสดงออกของทัง้ระบบ AdeABC และ AdeIJK พบวา่ระบบ AdeFGH 
สามารถขบัออก chloramphenicol ciprofloxacinm trimethroprim7  
 

ได้มีการศกึษาบทบาทของ active drug efflux ในเชือ้ชนิดตา่งๆ โดยใช้ EPI และสารท่ีออกฤทธ์ิยบัยัง้การใช้
พลงังานของระบบ เช่น การศกึษาความชกุของระบบใน Klebsiella pneumonia15 โดยการหาคา่ MICs ตอ่ยา

ปฏิชีวนะชนิดตา่งๆ ใน อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีและไม่มี PAN และ carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 
(CCCP) ใน Streptococcus pneumonia ได้มีการศกึษาโดยใช้ reserpine, verapamil และ CCCP16 รวมทัง้ใน P. 
aeruginosa ทําการศกึษาโดยใช้ EPI ท่ีช่ือวา่ MC-04,12417 เป็นต้น ท่ีผา่นมามีรายงานการศกึษาความชกุและ
สว่นร่วมของระบบตอ่การดือ้ยาใน A. baumannii เช่นกนั แตย่งัมีไม่มากนกัและจํากดัท่ี EPI ไม่ก่ีชนิด ได้แก่ 

PAN และ NMP18,19   
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 ท่ีผา่นมาได้มีการนําความสมัพนัธ์ระหวา่งระบบท่ีแสดงกบัยาปฏิชีวนะท่ีเป็น substrates จําเพาะของแตล่ะระบบ
มาใช้ในการพฒันาเทคนิคในการตรวจหาการแสดงออกของระบบท่ีทําให้เกิดการดือ้ยาใน P. aeruginosa ซึง่เป็น
ผสมผสานระหวา่ง phenotypic และ genotypic methods เพ่ือให้ในการตรวจหายาท่ีเหมาะสมตอ่การรักษา21  
ซึง่พบวา่ได้ผลดี แตย่งัไม่มีการพฒันาเทคนิคการทดสอบในลกัษณะนีใ้น A. baumannii   
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วธีิดาํเนินการวจิัย 
 
 
เชือ้ A. baumannii   
เชือ้ Acinetobacter จํานวน  121 isolates  แยกได้จากตวัอย่างจากผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัในโรงพยาบาลศิริ
ราช  โดยเป็นเชือ้ท่ีแยกได้ในช่วงปี พ.ศ. 2544–2554 และอยู่ใน stock collection ของภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล เชือ้เหล่านีผ้่านการยืนยนัสปีชีส์ด้วยการทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมีโดยใช้ 
using the VITEK GNI card (bioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.) and the API 20NE system 
(bioMérieux, Inc.). เก็บรักษาเชือ้ทัง้หมดใน 20% glycerol ท่ี -80oC 
 

ทดสอบยืนยนัสปีชีส์  baumannii ด้วยวิธี Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) 
(Vaneechoutte) โดยนําเชือ้ทัง้หมดมาเพิ่มจํานวนของยีน 16S rRNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ universalprimer 
(ตารางท่ี 3) จากนัน้ตดั PCR amplicons ด้วยเอนไซม์ restriction endonuclease คือ AluI  และ MboI 
(Fermentus®, Mainz, Germany) ตามคําแนะนําของผู้ผลติ 

 
การทดสอบความไวต่อยาปฏชีิวนะ  
หาค่าความเข้มข้นต่ําสุดท่ียับยัง้การเชือ้เจริญเติบโตของเชือ้จนไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (Minimum 
Inhibitory Concentration, MIC) ของเชือ้ท่ียืนยันว่าเป็นสปีชีส์ baumannii แล้วด้วยวิธี two-fold agar dilution 
ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง Muller Hinton Agar (MHA) หรือ Microdilution ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดเหลว Muller 
Hinton Broth (MHB) ตามวิธีมาตรฐานของ Clnical Laboratory Standard Intitute (CLSI)  ยาต้านจุลชีพท่ี
ทดสอบจํานวน  15 ชนิด  คือ  carbenicillin, piperacillin, ceftaxidime, aztreonam, amikacin, gentamicin, 
kanamycin, neomycin, streptomycin, spectinomycin, ciprofloxacin, tetracycline, erythromycin, 
chloramphenicol และ  trimethroprim เชื อ้แบคทีเรียมาตรฐานท่ีใช้ เป็นตัวควบคุมได้แก่  Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 และ Escherichia coli ATCC25922 โดยเชือ้ท่ีดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนั (multidrug 
resistance, MDR) หมายถึง เชือ้ท่ีดือ้ยาในกลุม่ท่ีแตกตา่งกนัอยา่งน้อย 5 ชนิด 
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ตารางที่ 2  ชนิดและความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะและยาฆา่เชือ้ท่ีใช้ในการวิจยั 
 

ยาปฏชีิวนะ ความเข้มข้นที่ทดสอบ (µg/ml) Breakpoint* 
(µg/ml) 

1. carbenicillin (CAR) 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 512 
2. piperacillin (PIP) 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 128 
3. ceftaxidime (CEF) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 
4. aztreonam (ATM) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 
5. amikacin (AMK) 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 64 
6. gentamicin (GEN) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 
7. kanamycin (KAN) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 

8. neomycin (NEO) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 
9. streptomycin (STR) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 
10. spectinomycin (SPC) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 

11. ciprofloxacin (CIP) 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 4 
12. tetracycline (TET) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 
13. erythromycin (ERY) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 8 
14. chloramphenicol (CHP) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 32 
15. trimethroprim (TRI) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 4 
 
* ความเข้มข้นของยาท่ีบง่ชีว้า่เชือ้ดือ้หรือไวตอ่ยา 

 
การทดสอบผลของ efflux pump inhibitor (EPI) ต่อความไวต่อยาปฏชีิวนะ 
หาคา่ MIC ตอ่ยาต้านจลุชีพจํานวน 15 ชนิด คือ carbenicillin, piperacillin, ceftaxidime, aztreonam, 
amikacin, gentamicin, kanamycin, neomycin, streptomycin, spectinomycin, ciprofloxacin, tetracycline, 
erythromycin, chloramphenicol และtrimethroprim ของเชือ้ท่ียืนยนัวา่เป็นสปีชีส์ baumannii แล้วด้วยวิธี two-
fold agar dilution ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง Muller Hinton Agar (MHA) หรือ Broth microdilution ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ชนิดเหลว Muller Hinton Broth (MHB) ตามวิธีมาตรฐานของ Clinical Laboratory Standard Intitute 
(CLSI) โดย EPI ท่ีใช้ทดสอบคือ reserpine (Sigma) ท่ีความเข้มข้น 25 µg/ml และ carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone, CCCP (Sigma)  ท่ีความเข้มข้น 5µg/ml โดยการท่ีคา่ MIC ลดลงตัง้แต ่4 เทา่ถือวา่มี
ความสําคญัอยา่งมีนยัสําคญั 
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เทคนิคทั่วไปที่เก่ียวข้องกับ DNA  

เตรียม Chromosomal DNA โดยใช้ชดุทดสอบสําเร็จรูป QiAmp kit (Qiagen, Valencia, CA) ตามคําแนะนําของ
ผู้ผลติ เตรียมพลาสมิดได้โดยใช้ชดุสกดัสําเร็จรูป Nucleospin® Plasmid Extraction Kit (MACHERY-NAGEL, 
Düren, Germany) ตามคําแนะนําของผู้ผลติ สําหรับการสกดั DNA จาก gel และทําให้บริสทุธ์ิใช้ชดุทดสอบ
สําเร็จรูป Nucleospin® Extract II (MACHERY-NAGEL, Düren, Germany) เอนไซม์ Restriction 
endonuclease และ modified enzymes  ซือ้จากบริษัท (Fermentus®, Mainz, Germany) 

 

เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

Primers ทัง้หมดท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นีแ้สดงในตารางท่ี 3 ในการทํา PCR ปฏิกิริยามีปริมาตร 25 l 

ประกอบด้วย 5 l of total DNA, 10 pmoles of each primer และ 12.5 l 2.5 X PCR master mix  

eppendrofMasterMix (Eppendrof, Hamburg, Germany) หรือ KAPATaq ReadyMix DNA polymerase 
(KAPAbiosystems, Boston, MA, USA) ตามคําแนะนําของผู้ผลติ 

 
สําหรับการศกึษาลกัษณะการกลายพนัธุ์ใน regulatory genes ของระบบ multidrug efflux pump แตล่ะระบบ 
ได้แก่ AdeRS, AdeLและ AdeN ซึง่เป็น regulatory genes ของระบบ AdeABC, AdeFGH และ AdeIJK 
ตามลําดบั ทํา conventional PCR โดยใช้ chromosomal DNA และ primers จําเพาะตามท่ีแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3  Primer ท่ีใช้ในการวิจยัครัง้นี ้

Gene Primer Sequence (5’ to 3’) Reference 
16S rRNA 
 
adeB 
 
adeG 
 
adeJ 
 
adeE 
 
adeR 
 
adeS 
 
adeL 
 
adeN 

UniversalprimerUp 
Universalprimerdown 
AdeB_Fw_P5 
AdeB_Rv_P6 
AdeG_Fw_P7 
AdeG_Rv_P8 
AdeJ_Fw_P9 
AdeJ_Rv_P10 
AdeE_Fw_P11 
AdeE_Rv_P12 
AdeR_Fw_P15 
AdeR_Rv_P16 
AdeS_Fw_P17 
AdeS_RV_P18 
AdeL_Fw_P19 
AdeL_Rv_P20 
AdeN_Fw_P21 
AdeN_Rv_P22 

TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC 
TACCTTGTTACGACTTCACCCCA 
CCCTAATCAAGGACGTATGC 
GGTGCCTTATTCCATTGTGG 
TTATCAGGTCCGTGCACAAG 
GTGCAGCAATACGTTCAACC 
GCCGTATGATGCCTGAAGAC 
GCAGCCAAGCAAAGGAATAC 
CAGGGACGTGTTAAGCGAGT 
CCAGACTTGCAGCCACTACA 
GTTAAGGCAATAAAAAGTTGCTT 
TGGAGTAAGTGTGGAGAAATACG 
CTTGGTTAGGTTAGATATGGCATT 
GGCGTGGGATATAGGCTAGATAA 
ATTTCGAACTTACTCATATGCTGA 
GGAATGGACGGAGCATAAAA 
AAGCAGTGTTAGCCGTCGTT 
GTTGTTGGCTGGGTGGAAGT 

 
 
This study 
 
This study 
 
This study 
 
This study 
 
This study 
 
This study 
 
This study 
 
This study 
 

adeIJK IJK-OK up CTCTaagcttCTGTAAACCAAG This study 

 IJK-OK down GTTTGCAACAGCaagcttAAGAC  

 
การทาํ Reverse Transcription PCR (RT PCR) 
สกดั Total RNA จาก A. baumannii ทัง้หมด โดยใช้ชดุทดสอบ RNA Extraction Kit (RBC Bioscience, MA, 
USA) ทําการกําจดั DNA ท่ีปนเปือ้นด้วย RNase-free DNaseI (Fermentus®, Mainz, Germany)จากนัน้ทําการ
เปล่ียน RNA เป็น cDNA ด้วยชดุทดสอบ the SuperScript III Platinum Two-Step qRT-PCR Kit with SYBR® 

Green (Invitrogen) และ/หรือ ImProm-II Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) โดยใช้ 
primer down ของยีนท่ีเก่ียวข้อง นํา cDNA จํานวน 1 µg มาทํา conventional PCR  ตามท่ีกลา่วไว้ข้างต้น 
 
ในการศกึษาการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeFGHและ AdeIJK นําเชือ้ท่ียืนยนัวา่เป็นสปีชีส์ baumannii 
แล้วมาตรวจหาการแสดงออก (expression) ของชดุยีน (operon) ของระบบ multidrug efflux systems จํานวน 3 
operons คือ  adeABC, adeFGH และ adeIJK operon โดยตรวจการแสดงออกของยีน adeB, adeG และ 
adeJ จากแตล่ะ operon ตามลําดบั ด้วยวิธี RT-PCR โดยใช้ชดุ primer ท่ีจําเพาะ ได้แก่ AdeB_Fw_P5 และ 
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AdeB_Rv_P6 สําหรับยีน adeB  AdeG_Fw_P7 และ AdeG_Rv_P8 สําหรับยีน adeG  AdeJ_Fw_P9 และ 
AdeJ_Rv_P10 สําหรับยีน adeJ AdeE_Fw_P11 และ AdeE_Rv_P12 สําหรับยีน adeE   
โดยเคร่ือง Real-time PCR ท่ีใช้คือ Corbett Research/Rotor Gene RG-3000 (Biocompare, South San 
Francisco, CA, USA) 
 
การสร้าง pEX18Ap∆(adeIJK)::Gm เพื่อใช้ในการ  inactivate adeIJK 

 
-การสร้าง pUC18∆(adeIJK) 
เพิ่มจํานวนยีน adeIJK ด้วย PCR โดยใช้ primers IJK-OK up,  CTCTaagcttCTGTAAACCAAG) และ IJK-OK 
down,  GTTTGCAACAGCaagcttAAGA ซึง่ครอบตลมุยีน adeIJK ตําแหน่ง 2563-6764 ได้ PCR product 
ขนาด 4,201 bp โดย thermocycler ท่ีใช้คือ 97°C, 5 นาที; 97°C, 45 วินาที, 55°C, 45 วินาที; 72°C, 5 นาที 
จํานวน 30 cycles และ 72°C, 5 นาที จากนัน้ตดั PCR product ด้วยเอนไซม์ HindIII ได้ชิน้สว่น DNA จํานวน 3 
ขนาด คือ 837; 1,169 และ 2,190 bp จากนัน้สกดั DNA ขนาด 2190 bp จาก agarose gel แล้ว clone ลงใน 
pUC18 ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ HindIII โดย incubate ท่ี 16°C, overnight จากนัน้นํา ligation mixture มาtransform 
เข้าสู ่ E. coi DH5α competent cells แล้วเลือก  transformants บน LB agarท่ีมี ampicillin 150 µg/ml และ 
Xgal 40 µg/ml จากนัน้ยืนยนัวา่ DH5α มี pUC18∆(adeIJK) โดยการตดัด้วยเอนไซม์ HindIII และได้ product 
ขนาด 2,686 และ 2,190 bp 
 
ตดั pUC18∆(adeIJK) ด้วยเอนไซม์ NsiI ได้ชิน้สว่น DNA 2 bands ขนาด 1,318 และ 3,554 bp  สกดั  
DNA ขนาด 3,554 bp ทํา blunt end ด้วย T4 polymerase ท่ีอณุหภมิูห้อง (25°C)  เป็นเวลา 5 นาทีและหยดุ
ปฏิกิริยาโดย incubate ท่ี 75°C นาน 10 นาที 
 
-การสร้าง pUC18∆(adeIJK)::Gm 
ตดั pPS856 ด้วยเอนไซม์ SmaI ได้ชิน้สว่น DNA 2 ขนาด 1,077 และ 3,709 bp สกดั DNA ขนาด 1,077  
bp เพ่ือใช้ ligation กบั pUC18∆(adeIJK) ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ NsiI ท่ี 16°C เป็นเวลา 1 คืน  จากนัน้ นํามา 
transform เข้าสู ่ E. coli DH5α แล้วเลือก  transformants บน LB agar ท่ีมี ampicillin 150 ug/ml และ 
gentamicin 15ug/ml ยืนยนั pUC18∆(adeIJK)::Gm ใน E. coli DH5α โดยการตดัด้วยเอนไซม์ HindIII ได้ 
product ขนาด 1.948 และ 2,687bp 
 
-การสร้าง pEX18Ap∆(adeIJK)::Gm 
ตดั pUC18∆(adeIJK)::Gm ด้วยเอนไซม์ HindIII เลือกเฉพาะ product ท่ีขนาด 1,948 bp นําไป ligate  
กบั pEX18Ap ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ HindIII ได้ linear DNA ขนาด 5,842 bp ท่ี 16°C, overnight จากนัน้นํา ligation 
mixture นํามา transform เข้าสู ่E. coli DH5α จากนัน้คดัเลือก transformants บน LB agar ท่ีมี ampicillin 150 
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µg/ml และ gentamicin 15ug/ml ยืนยนั  pEX18Ap∆(adeIJK)::Gm ใน E. coli DH5α ด้วย  เอนไซม์ HindIII ได้ 
product ขนาด 1,949 และ 5,842bp 
 
-การสร้าง A. baumannii ∆(adeIJK) 
นํา pEX18Ap∆(adeIJK)::Gm จาก E. coli DH5α  เข้าสู ่A. baumannii ด้วย conjugation คดัเลือก  
Transconjugants เพ่ือให้ได้ A. baumannii ∆(adeIJK)  
 
การถอดรหสัพันธุกรรม 

เตรียม DNA โดยสกดั PCR products ให้บริสทุธ์ด้วยชดุสกดั Nucleospin® Extract II (MACHERY-NAGEL, 
Düren, Germany) และสง่ไปตรวจหาลําดบัเบสท่ี Macrogen Inc. (Seoul, South Korea) โดยใช้ primers ท่ีใช้ใน
การทํา PCR เปรียบเทียบลําดบัเบสท่ีได้กบัลําดบัเบสท่ีเผยแพร่ใน GenBank database 
(www.ncbi.nlm.nih.goc) 
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รูปที่ 3 A) ตําแหน่ง restriction sites ของชดุยีน adeIJK และ  B)Plasmid map ของ 

pUC18∆(adeIJK) 
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รูปที่ 4 Plasmid map ของ A) pUC18∆(adeIJK)::Gm และ  B) pEX18Ap∆(adeIJK)::Gm 
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ผลการวจิัย 
 
การยืนยันสปีชีส์ baumanii 
จากเชือ้ Acinetobacter ท่ีผา่นการยืนยนัสปีชีส์ด้วยการทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมีจํานวน 121 isolates เม่ือ
ทดสอบด้วย ARDRA พบวา่ยืนยนัสปีชีส์ baumanii จํานวน 100 isolates (รูปท่ี 3) เม่ือตดั PCR amplicons ของ 
16S rRNA ตดัด้วยเอนไซม์  AluI ได้ชิน้สว่น DNA ขนาด 190, 220 และ 400 bp และเม่ือตดัด้วย MboI,  ได้ชิน้สว่น DNA 
ขนาด 160, 192, 328 และ 616 bp 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ความไวต่อยาปฏชีิวนะของ A. baumannii  
A. baumannii ทัง้หมด 100 isolates พบว่ามีทกุเชือ้มีการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดพร้อมกัน อตัราการดือ้ยา 
amikacin, aztreonam, carbenicillin, ceftaxidime, chloramphenicol, ciprofloxacin, erythromycin, 
gentamicin, kanamycin, neomycin, piperacillin, streptomycin แ ล ะ  tetracycline คื อ  80.0%, 95.0%, 
76.0%, 94.0%, 99.0%, 90.0%, 95.0%, 90.0%, 94.0%,  86.0%, 92.0%, 95.0% และ 91.0% ตามลําดบั และ
มีอัตราการดือ้ยา spectinomycin และ trimethroprim เท่ากับ 100% (รูปท่ี 4) จัดรูปแบบการดือ้ยาทัง้หมด 30 
รูปแบบ (ตารางท่ี 4) โดยรูปแบบท่ีพบมากท่ีสดุคือ AMK- ATM-CAR-Ce-CHP-CIP-ERY-GEN-KAN-NEO-PIP-
SPC-STR-TET-TRI (65%) 

 

รูปที่ 5 DNA pattern สําหรับการยืนยนัสปีชีส์ baumannii ด้วยเทคนิค ARDRA 
M, marker; AluI, 16S rRNA ตดัด้วยเอนไซม์  AluI; MboI,  16S rRNA ตดัด้วยเอนไซม์ MboI 
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รูปที่ 6 อตัราการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะของ A. baumannii แยกได้จากผู้ ป่วย (n =100)  ATM, aztreonam; AMK, amikacin;   CAR, carbenicillin; PIP, piperacillin; CEF, 
ceftaxidime; GEN, gentamicin;  KAN, kanamycin: NEO, neomycin; STR, streptomycin; SPC, spectinomycin; CIP, ciprofloxacin; TET, tetracycline; ERY, 
erythromycin; CHP, chloramphenicol; TRI, trimethroprim 
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ตารางที่ 4 คา่ความไวรับต่ําสดุในการเจริญเติบโตของเชือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะและสารต้านจลุชีพของเชือ้ท่ีได้จากการ
ทดสอบ 

ยาต้านจุลชีพ Range of MIC (µg/ml) % Resistance 
amikacin 
aztreonam 
carbenicillin 
ceftaxidime 
chloramphenicol 
ciprofloxacin 
erythromycin 
gentamicin 
kanamycin 
neomycin 
piperacillin 
spectinomycin 
streptomycin 
tetracycline 
trimethoprim 

<8 to >2,048 
16 to >256 

16 to >2,048 
8 to >2,048 
64 to 512 

0.25 to 256 
<2 to >2,048 
<8 to >2,048 
<8 to >2,048 
<8 to >2,048 
32 to >1,024 
32 to 2,048 

<8 to >2,048 
<8 to >2,048 
16 to >1,024 

80.0 
95.0 
76.0 
94.0 
99.0 
90.0 
95.0 
90.0 
94.0 
86.0 
92.0 
100.0 
95.0 
91.0 
100.0 
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ตารางที่ 5 รูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ 

 

รูปแบบการดือ้ยาปฏชีิวนะ 
No. of isolates 

(%) 

AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CEF, CHP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TRI 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TRI 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, ATM, CAR, CEF, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, ATM, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, ATM, CHP, CIP, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TRI 
AMK, ATM, CHP, KAN, SPC, STR, TRI 
AMK, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
AMK, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP,  PIP, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TRI 
ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, SPC, TET, TRI 
ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, KAN, SPC, TRI 
ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, SPC, STR, TRI 
ATM, CEF, CHP, ERY, SPC, STR, TRI 
ATM, CEF, CHP, SPC, TET, TRI 
ATM, CEF, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CHP, ERY, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
ATM, CHP, ERY, SPC, STR, TRI 
CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 
CEF, CHP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 

65 (65%) 
4 (4%) 
3 (3%) 
2 (2%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 

Total 100 (100%) 
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การตอบสนองต่อสารเคมีที่มีฤทธ์ิเป็น EPI ของระบบ multidrug efflux ทัง้ที่ใช้ ATP และ pmf เป็นแหล่ง
พลังงาน 
ทําการศกึษาในเชือ้ทัง้หมด 100 isolates พบวา่การใช้ reserpine ร่วมกบัยาต้านจลุชีพชนิดตา่งๆ เม่ือพิจารณาท่ี
คา่ breakpoint พบวา่ทําให้อตัราการดือ้ยาจํานวน 9 ชนิดลดลง ยกเว้น carbenicillin, chloramphenicol, 
erythromycin, spectinomycin, streptomycin และ trimetroprim  สว่นการใช้ CCCP ร่วมกบัยาต้านจลุชีพชนิด
ทําให้อตัราการดือ้ยาจํานวน 13 ชนิดลดลง ยกเว้น spectinomycin และ trimetroprim โดยอตัราการดือ้ยา 
carbenicillin, chloramphenicol, erythromycin และ streptomycin ลดลงเพียง 1-2 % ดงัผลท่ีแสดงในตารางท่ี 
6 
 
เม่ือพิจารณาท่ีการลดคา่ MIC ตัง้แต ่4 เทา่ พบวา่ reserpine และ CCCP มีผลท่ีตา่งกนัดงัแสดงในตารางท่ี 6 
  
ตารางที่ 6 คา่ความไวรับต่ําสดุในการเจริญเตบิโตของเชือ้ อตัราการดือ้ยา และ อตัราการลดลงของคา่ MIC ลง 4 
เทา่ เม่ือใช้ efflux pump inhibitor ร่วมกบัยาปฏิชีวนะและสารต้านจลุชีพชนิดตา่งๆ 

ยาต้านจลุชีพ 
Resistance rate (%)  >4-fold reduction (%)  Range of reduction fold 
none + res + cccp  + res + cccp  + res + cccp 

amikacin 80 65 47  21 40  0 - 256 0 - >64 

aztreonam 95 87 93  21 19  0 - ≥32 0 - >32 

carbenicillin 76 76 75  21 6  0 - >4 0 - >128 

ceftaxidime 94 83 79  43 40  0 -≥256 0 - 256 

chloramphenicol 99 99 98  15 18  0 - 16 0 - ≥32 

ciprofloxacin 93 87 81  5 27  0 - 64 0 - ≥512 

erythromycin 100 100 98  4 41  0 - 4 0 - ≥128 

gentamycin 90 75 69  71 62  0 - >128 0 - 2048 

kanamycin 90 88 75  27 32  0 - ≥128 0 - >256 

neomycin 86 83 66  40 47  0 - >128 0 - >128 

piperacillin 92 79 80  55 53  0 - 64 0 - 64 

spectinomycin 100 100 100  10 14  0 - 32 0 - ≥128 

streptomycin 95 95 94  31 28  0 - >8 0 - ≥16 

tetracycline 91 78 86  60 51  0 - >512 0 - ≥512 

trimethoprim 100 100 100  6 25  0 - >8 0 - >64 
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การแพร่กระจายและการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeFGHและ AdeIJK 
ผลการแสดงออกของระบบ  multidrug efflux pump คือ  AdeABC, AdeDE, AdeFGHและ  AdeIJK ใน  A. 
baumannii จํานวน 100 isolates (รูปท่ี 7) พบว่าเชือ้จํานวน 97 isolates มีการแสดงออกของระบบ multidrug 
efflux pump อย่างน้อยหนึ่งระบบ ไม่พบการแสดงออกของระบบ AdeDE ในเชือ้ตัวใดเลย  ระบบท่ีพบการ
แสดงออกมากท่ีสุดคือ AdeIJK (97%) รองลงมาคือ AdeABC (83%) และ AdeFGH (61%) โดยรูปแบบท่ีพบ
มากท่ีสุดคือ การแสดงออกร่วมกัน 3 ระบบคือ AdeABC, AdeFGH และ AdeIJK (52%) รองลงมาเป็นการ
แสดงออกร่วมกันของ 2 ระบบคือ AdeABC และ AdeIJK (31%) การแสดงออกร่วมกนัของระบบ AdeFGH และ
AdeIJK (9%) เชือ้จํานวน 5% มีการแสดงออกเฉพาะระบบ AdeIJK และไม่พบการแสดงออกของระบบใดเลยท่ี
ทดสอบในเชือ้จํานวน 3 % (รูปท่ี 8) 
 
 
 
 

 

รูปที่ 7 การแสดงออกของระบบ multidrug efflux system AdeABC, AdeFGHและ AdeIJK โดยทดสอบ 
transcription ของยีน adeB, adeG และ adeJ ตามลําดบัด้วยวิธี RT-PCR M, molecular weight marker; +  มี
การใช้เอนไซม์ reverse transcriptase และ - ไม่ใช้เอนไซม์ reverse transcriptase 
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บทบาทของระบบ AdeABC ต่อการดือ้ยาปฏชีิวนะ 
ในการศกึษาบทบาทของระบบ AdeABC ด้วยเทคนิค gene replacement (gene knockout) จําเป็นต้องทําการ 
knockout ชดุยีนของระบบ AdeIJK ก่อนเพราะเป็นระบบท่ีมีการแสดงออกในระดบัต่ําอยา่งตลอดเวลาและจะ
สง่ผลตอ่การทํางานของระบบ AdeABC อยา่งไรก็ตามในการวิจยัครัง้นีไ้ม่สามารถ inactivate ได้ โดยเม่ือสร้าง 
pEX18Ap∆(adeIJK)::Gm ได้สําเร็จแล้ว ไม่สามารถนํา เข้าสู ่ A. baumannii ด้วยวิธี conjugation ได้ 
จงึไม่สามารถ inactivate ชดุยีน adeIJK ได้ ดงันัน้จงึทําการศกึษาสว่นร่วมของระบบ AdeABC ตอ่การดือ้ยา
ปฏิชีวนะด้วยการวดัระดบัการแสดงออกของระบบแทน 
 
คดัเลือกเชือ้ A. baumannii จํานวน 10 isolates ท่ีมีการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeFGH และ  AdeIJK 
จากการทดสอบด้วย RT-PCR นํามาวดัระดบัการแสดงออกของแตล่ะระบบและตรวจหาการกลายพนัธุ์ใน 
regulatory gene ได้ โดยผลท่ีได้สําหรับแตล่ะระบบแสดงในตารางท่ื 7-10 คา่ MICs ตอ่าปฏิชีวนะของเชือ้ท่ี
ทดสอบแสดงในตารางท่ี 11 และนําผลมาแสดงเพ่ือการเปรียบเทียบในตารางท่ื 12 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 8  แผนภาพแสดงความสมัพนัธ์ของเชือ้ท่ีมีการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeFGH และ AdeIJK 
(n=100)  
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ตารางที่ 7 ระดบัการแสดงออกของระบบ AdeB และการกลายพนัธ์ในยีน adeR 

Isolate AdeB expression  
AdeR (Amino acid position) 

120 133 134 136 195 241 243 
ATCC 19606 1 V A N A H P V 

ABJ058 0.060 · · K · Q L · 
ABJ061 0.087 I · · V · L · 
ABJ068 0.008 I · · V · L · 
ABJ099 0.004 I · · V · L · 
ABJ111 0.241 · · · · · L · 
ABJ121 0.131 · · · · · L · 
ABJ162 0.139 · · · · · L · 
ABJ178 0.101 - - - - - - - 
ABJ203 0.096 I T · · · L I 
ABJ208 0.007 - - - - - - - 

 
 
ตารางที่ 8 ระดบัการแสดงออกของระบบ AdeB และการกลายพนัธ์ในยีน adeS 

Isolate 
AdeB 
expression  

AdeS (AA position) 
 

41 42 43 44 45 73 153 167 168 174 186 214 245 263 268 279 280 281 331 341 348 354 355 
ATCC 19606 1 G W I S L I A D G E G L V S N V A D V S V S M 
ABJ058 0.060 · · · · · V T · · · · F I A · A S Q I · · P · 
ABJ061 0.087 · · · · · · T · · · V F · A H · S Q I · I · · 
ABJ068 0.008 · · · · · · T · · · V F · A H · S Q I · I · · 
ABJ099 0.004 · · · · · · T Y C · V F · A H · S Q I · I · · 
ABJ111 0.241 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
ABJ121 0.131 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
ABJ162 0.139 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
ABJ178 0.101 A G L V stop - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
ABJ203 0.096 · · · · · · T · · K · · · · · · · · · C · · L 
ABJ208 0.007 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
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ตารางที่  9 ระดบัการแสดงออกของระบบ AdeG และการกลายพนัธ์ในยีน adeL 

Isolate AdeG expression 
AdeL (AA position) 
2 227 264 

ATCC19606 1 R D Q 
ABJ058 0.479 · · · 
ABJ061 0.413 C · · 
ABJ068 0.314 · · · 
ABJ099 0.025 C · · 
ABJ111 0.479 · · R 
ABJ121 0.810 · A R 
ABJ162 4.522 · · · 
ABJ178 3.073 · · · 
ABJ203 1.181 · · · 
ABJ208 1.195 · · · 

 
 
ตารางที่ 10 ระดบัการแสดงออกของระบบ AdeJ และการกลายพนัธ์ในยีน adeN 

Isolate AdeJ expression(qRT-PCR) 
AdeN (AA position) 
174 177 197 

ATCC19606 1 M G M 
ABJ058 0.418 · · T 
ABJ061 0.257 · · T 
ABJ068 0.544 T · T 
ABJ099 0.000 · · T 
ABJ111 1.411 · stop - 
ABJ121 0.353 · · T 
ABJ162 5.018 · · T 
ABJ178 1.951 · · T 
ABJ203 0.440 · · T 
ABJ208 26.099 T · T 
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ตารางที่ 11 คา่ MICs ของ A. baumannii ที่นํามาตรวจระดบัการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeFGH และ  AdeIJK (n=10) 
 
Strain amikacin aztreonam carbenicillin ceftaxidime chloramphenicol ciprofloxacin erythromycin gentamycin kanamycin neomycin piperacillin streptomycin spectinomycin tetracycline trimethoprim 

ABJ058 8 32 32 8 512 0.5 64 2 2 ≤8 1024 256 256 32 64 
ABJ061 128 64 >2048 >2048 512 8 512 >512 2048 256 1024 ≥2048 ≥2048 1024 512 
ABJ068 128 128 >2048 >2048 512 32 512 256 2048 64 1024 ≥2048 ≥2048 2048 128 
ABJ099 64 >256 <64 512 128 32 512 >512 512 32 512 >1024 >1024 512 >256 
ABJ111 >1024 >256 >2048 2048 256 128 1024 >512 512 >512 1024 512 >1024 64 >256 
ABJ121 64 >256 2048 >2048 512 64 512 >512 256 256 1024 1024 >1024 128 >256 
ABJ162 256 >256 >2048 >2048 512 64 1024 >512 >512 256 >1024 >1024 >1024 256 >256 
ABJ178 <8 64 <64 16 128 64 1024 2 <8 <8 32 >1024 >1024 1 32 
ABJ202 1024 >256 >2048 2048 256 128 512 >512 >512 >512 1024 >1024 >1024 >512 16 
ABJ208 <8 128 >2048 512 256 64 512 2 <8 <8 1024 1024 64 128 64 
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ตารางที่  12 Expression of the Ade systems and mutations in the corresponding regulatory regions in A. baumannii isolates (n=10) 
Strain  Transcription level   Regulatory mutation 

AdeB AdeG AdeJ  adeR adeS adeL adeN 
ATCC 19606 1 1 1  - - - - 
ABJ058 0.060 0.479 0.418  Asn(AAT)-134-Lys(AAA), His(CAC)-

195-Gln(CAA), Pro(CCA)-241-
Leu(CTA) 

Iso(ATT)-73-Val(GTT), Ala(GCT)-153-Thr(GCG), Leu(TTG)-
214-Phe(TTT), Val(GTA)-245-Phe(ATA), Ser(TCA)-263-
Ala(GCG), Val(GTT)-279-Ala(GCA), Ala(GCA)-280-Ser(TCA), 
Asp(GAC)-281-Gln(CAA), Val(GTT)-331-Ile(ATT), Ser(TCT)-
354-Pro(CCT) 

- Met(ATG)-197-Thr(ACA) 

ABJ061 0.087 0.413 0.257  Val(GTC)-120-Ile(ATC), Ala(GCA)-
136-Val(GTA), Pro(CCA)-241-
Leu(CTA) 

Ala(GCT)-153-Thr(ACG), Gly(GGT)-186-Val(GTT), Leu(TTG)-
214-Phe(TTT), Ser(TCA)-263-Ala(GCG), Asn(AAT)-268-
Ser(CAT), Ala(GCA)-280-Ser(TCA), Asp(GAC)-281-Gln(CAA), 
Val(GTT)-331-Ile(ATT), Val(GTT)-348-Ile(ATT) 

Arg(CGT)-2-Cys(TGT) Met(ATG)-197-Thr(ACA) 

ABJ068 0.008 0.314 0.544  Val(GTC)-120-Ile(ATC), Ala(GCA)-
136-Val(GTA), Pro(CCA)-241-
Leu(CTA) 

Ala(GCT)-153-Thr(ACG), Gly(GGT)-186-Val(GTT), Leu(TTG)-
214-Phe(TTT), Ser(TCA)-263-Ala(GCG), Asn(AAT)-268-
Ser(CAT), Ala(GCA)-280-Ser(TCA), Asp(GAC)-281-Gln(CAA), 
Val(GTT)-331-Ile(ATT), Val(GTT)-348-Ile(ATT) 

- Met(ATG)-174-Thr(ACG), 
Met(ATG)-197-Thr(ACG) 

ABJ099 0.004 0.025 0.000  Val(GTC)-120-Ile(ATC), Ala(GCA)-
136-Val(GTA), Pro(CCA)-241-
Leu(CTA) 

Ala(GCT)-153-Thr(ACG), Asp(GAC)-167-Tyr(TAC), Gly(GGC)-
168-Cys(TGT), Gly(GGT)-186-Val(GTT), Leu(TTG)-214-
Phe(TTT), Ser(TCA)-263-Ala(GCG), Asn(AAT)-268-Ser(CAT), 
Ala(GCA)-280-Ser(TCA), Asp(GAC)-281-Gln(CAA), Val(GTT)-
331-Ile(ATT), Val(GTT)-348-Ile(ATT) 

Arg(CGT)-2-Cys(TGT) Met(ATG)-197-Thr(ACA) 

ABJ111 0.241 0.479 1.411  Pro(CCA)-241-Leu(CTA) * Gln(CAG)-264-Arg(CGG) Gly(GGA)-177-stop(TGA) 
ABJ121 0.131 0.810 0.353  Pro(CCA)-241-Leu(CTA) - Asp(GAC)-227-Ala(GCC), 

Gln(CAG)-264-Arg(CGG) 
Met(ATG)-197-Thr(ACA) 
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ABJ162 0.139 4.522 5.018  Pro(CCA)-241-Leu(CTA) - - Met(ATG)-197-Thr(ACG) 
ABJ178 0.101 3.073 2.000  - Gly(GGC)-41-Ala(GCT), Trp(TGG)-42-Gly(GGA), Ile(ATT)-43-

Leu(TTA), Ser(AGT)-44-Val(GTT), Leu(TTA)-45-stop(TAA) 
- Met(ATG)-197-Thr(ACG) 

ABJ203 0.096 1.181 0.440  Val(GTC)-120-Ile(ATC), Ala(GCA)-
133-Thr(ACA), Pro(CCA)-241-
Leu(CTA), Val(GTA)-243-Ile(ATA) 

Ala(GCT)-153-Thr(ACT), Glu(GAA)-174-Lys(AAA), Ser(AGC)-
341-Cys(TGC), Met(ATG)-355-Leu(CTG) 

- Met(ATG)-197-Thr(ACG) 

ABJ208 10.007 1.195 26.099  - - - Met(ATG)-174-Thr(ACG), 
Met(ATG)-197-Thr(ACG) 

 
Note;  - : no mutations change 
         * : no PCR product for sequencing
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วจิารณ์ผลความก้าวหน้าของการวจิัย 
 
การวิจยัครัง้นีเ้ร่ิมต้นด้วยการยืนยนัสปีชีส์ baumanii ด้วยเทคนิค ARDRA เป็นวิธีท่ีนํา genotype ของ 
เชือ้มาใช้ในการจําแนกสปีชีส์ ทัง้นีเ้พราะการตรวจจําแนกเชือ้ในระดับ genospecies โดยใช้เทคนิคท่ีขึน้กับ 
phenotypes (phenotypic technique) เช่น การทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมี เป็นต้น ไม่สามารถจําแนกเชือ้ได้
อย่างสมบรูณ์แบบ การใช้คณุสมบตัิทางพนัธุกรรมของเชือ้จะสามารถยืนยนัสปีชีส์ได้แม่นยํากว่า [14] โดยทัว่ไป 
เทคนิคสําหรับการจําแนกเชือ้ในระดบั genospecies ท่ีใช้กันอย่างกว้างขวางคือ recA-RFLP ซึ่งอาศยัการเพิ่ม
จํานวนของยีน recA และตดัด้วยเอนไซม์ restriction endonuclease ทัง้วิธี  ARDRA และ recA-RFLP ต้องมีการ
เพิ่มจํานวน DNA  และตดัด้วยเอนไซม์จึงใช้เวลาเท่ากนั แตว่ิธี recA-RFLP จะให้ DNA fragments  ท่ีมีขนาดเล็ก
กว่าจึงต้องอาศยัการแยกชิน้ส่วน DNA บน polyacrylamide gel และแปลผลได้ยากกว่า [14] ดงันัน้จึงเลือกใช้
เทคนิค ARDR ท่ีมีประสิทธิภาพในการจําแนกเชือ้ได้ดี รวดเร็ว ง่ายและปลอดภัยกว่า ซึ่งพบว่าเชือ้ท่ีเป็น A. 
baumanii มีจํานวน 100 isolates 
 

ผลการวิจยัพบวา่ A. baumannii  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัในโรงพยาบาลเป็นเชือ้ท่ีดือ้ยา 
หลายชนิดพร้อมกนั โดยมีอตัราการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะท่ีทดสอบแตล่ะชนิดสงูกวา่  85%  ซึง่สาเหตท่ีุสําคญัมาจาก
การใช้ยาปฏิชีวนะอยา่งกว้างขวางในโรงพยาบาล 
 

จากการตอบสนองตอ่ reserpine และ CCCP ซึง่สามารถยบัยัง้การทํางานของระบบ efflux systems ตา่งๆท่ีใช้ 
ATP และ pmf และเฉพาะ pmf เป็นแหลง่พลงังานเทา่นัน้ตามลําดบั พบวา่  reserpine ทําให้อตัราการดือ้ยา
จํานวน 9 ชนิดลดลง ในขณะท่ี  CCCP ทําให้อตัราการดือ้ยาจํานวน 13 ชนิดลดลง แสดงวา่ระบบ active  efflux 
systems เก่ียวข้องกบัการดือ้ตอ่สารเหลา่นีแ้ละสง่ผลให้เป็นการดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนั สว่นการใข้ reserpine 
ไม่สง่ผลให้อตัราการดือ้ยาตอ่ carbenicillin, chloramphenicol, erythromycin, spectinomycin, streptomycin 
และ trimetroprim เปล่ียนแปลงแสดงวา่  ระบบ efflux systems ท่ีใช้ ATP ไม่ได้มีบทบาทตอ่การดือ้ยาเหลา่นี ้
สว่น CCCP ไมทํ่าให้อตัราการดือ้ยาตอ่ spectinomycin และ trimetroprim ลดลง ในขณะเดียวกนัทําให้อตัราการ
ดือ้ยา carbenicillin, chloramphenicol, erythromycin และ streptomycin ลดลงเพียง 1-2 % แสดงวา่ระบบท่ีใช้ 
pmf ไม่ได้มีบทบาทสําคญัตอ่การดือ้ยาชนิดดงักลา่ว สามารถอธิบายได้วา่การดือ้ยาเหลา่นีเ้กิดจากการทํางาน
ของกลไกอ่ืนๆนอกเหนือไปจากระบบ multidrug efflux ท่ีต้องใช้ ATP และ pmf โดยทัว่ไป 
การดือ้ยาแตล่ะชนิดอาจเกิดจากการทํางานของกลไกการดือ้ยาหลายระบบ การดือ้ตอ่ carbenicillin ซึง่เป็น β-
lactams เกิดได้จากการถกูทําลายด้วยเอนไซม์ β-lactamaseการดือ้ยาในกลุม่ aminoglycosides มกัเกิดจาก
การปรากฏของยีนควบคมุการสร้าง aminoglycoside-modifying enzyme ท่ีอยูบ่น  plasmid เช่น  เอนไซม์ 
aminoglycoside-adynylylation ท่ีทําลาย spectinomycin และ streptomycin สง่ผลให้เชือ้ดือ้ตอ่ยาทัง้ 2 สว่น
นอกจากนี ้ การดือ้ยา erythromycin มกัเกิดจากการกลายพนัธ์ของยีน 23S-rRNA และการดือ้ยา trimetroprim 
มกัเกิกจากการท่ีแบคทีเรียผลิตเอนไซม์ dihidrofolate reductase เป็นจํานวนมาก ดงันัน้จงึสามารถอธิบายกลไก
การดือ้ยาทัง้ 2 ชนิดในเชือ้ท่ีใช้ในการวิจยัครัง้นีไ้ด้ 
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ผลการศึกษาพบว่าตรวจพบการแสดงออกของระบบ multidrug efflux pumps ทัง้  3  ระบบ คือ AdeABC, 
AdeFGH และ AdeIJK  พบการแสดงออกของระบบ AdeIJK สงูสดุ (97%) ซึ่งสอดคล้องกับการท่ีระบบนีมี้การ
แสดงออกท่ีระดบัต่ําตลอดเวลา (constituitive expression) และมีผลทําให้เชือ้ดือ้ยาแบบ low resistance ตอ่ยา
ปฏิชีวนะท่ีเป็น substrate ของระบบด้วย ส่วนระบบ AdeABC จากการศกึษาท่ีผ่านมาพบได้ประมาณ 80% ของ
เชือ้ ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิจยัครัง้นีท่ี้พบว่า 84% ของเชือ้มีการแสดงออกของระบบนี ้[15] ทัง้ AdeABC และ 
AdeIJK  มีสว่นสําคญัตอ่การดือ้ยาแบบ intrinsic resistance ของเชือ้ A. baumannii   
 

ระบบ AdeFGH เป็นระบบใหม่ท่ีเพิ่งค้นพบ [15]  โดยปกติจะไม่มีการแสดงออกตลอดเวลาในเชือ้ wide typeและ
การแสดงออกเป็นแบบ acquired อย่างไรก็ตามยังไม่การศึกษากลไกการควบคุมการแสดงออกของระบบนีท่ี้
ชดัเจน 
 

ส่วนระบบ AdeDE พบใน Acinetobacter genome species อ่ืนๆ ยงัไม่มีรายงานการวิจยัอย่างเป็นทางการของ
การพบการแสดงออกของระบบนีใ้น A. baumannii ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิจยัครัง้นีท่ี้ไม่พบการแสดงออกของ
ระบบนีใ้นเชือ้ใดๆ เลย อย่างไรก็ตามทีมนักวิจัยของ Dr. Ayush Kumar University of Ontario Institutes of 
technology, Oshawa, Ontario, Canada กําลังศึกษาระบบ AdeDE และพบการแสดงออกของระบบใน A. 
baumannii  (personnel communication) ซึ่งเป็นเหตุผลให้คณะผู้ วิจัยทําการตรวจการแสดงออกของระบบ
เพิ่มเตมิขึน้มา  
 

จากรายงานการศกึษาท่ีผา่นมา การวจิยัสว่นใหญ่จะเป็นการศกึษาใน laboratory strains  ซึง่เชือ้ท่ีใช้ในการวิจยั
ครัง้นีเ้ป็น clinical isolates โดยตรวจพบการแสดงออกของระบบพร้อมกนัถึง 3 ระบบ ซึง่แสดงให้เห็นวา่การมี
โอกาสสมัผสัยาปฏิชีวนะมากขึน้จะเพิ่มโอกาสของการแสดงออกของระบบด้วย 
 

ในการศกึษาครัง้นีจํ้าเป็นต้อง knock out ชดุยีนระบบ adeIJK ในเชือ้แตล่ะตวัก่อนท่ีจะศกึษาสว่นร่วมของระบบ 
adeABC ด้วยเทคนิคเดียวกนั เน่ืองจากระบบ adeIJK มีการแสดงอยูต่ลอดเวลาและอาจสง่ผลกระทบตอ่สว่นร่วม
ของระบบ adeIJK แตอ่ยา่งไรก็ตาม ไม่สามารถ knockout ชดุยีนระบบ adeIJK ได้ เพราะไม่สามารถนํา 
recombinant plasmid เข้าสูเ่ซลล์ด้วยเทคนิค conjugation ซึง่ปัญหานีม้กัเกิดขึน้ในกรณีท่ี recombinant 
plasmid มีขนาดใหญ่และเกิดได้จากความไม่เข้ากนัของเชือ้ตวัให้และตวัรับ สามารถก้ไขได้โดยการนํา 
recombinant plasmid เข้าสูเ่ซลล์ด้วยการทํา electroporation ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้งึทําการศกึษาบทบาท
ของระบบ adeABC ด้วยการวดัระดบัการแสดงออของระบบและเปรียบเทียบกบัคา่ MICs 
ของยาปฏิชีวนะแตล่ะชนิดแทน   โดยเชือ้สว่นใหญ่ท่ีนํามาทดสอบมีระดบัการแสดงออกของระบบ AdeABC ต่ํา
และต่ํากวา่เชือ้อ้างอิง พบวา่สว่นร่วมของระบบ adeABC ไม่แน่นอน เชือ้ท่ีมีการแสดงออกของ AdeABC ใน
ระดบัสงู ( ABJ208) มีคา่ MICs ตอ่ amikacin ต่ํากวา่เชือ้ท่ีมีการแสดงออกของระบบ AdeABC ในระดบัต่ํากวา่ 
(ABJ110 และ ABJ202) เชือ้ท่ีมีระดบัการแสดงออกของระบบนีใ้กล้เคียงกนัมีคา่ MICs ตอ่ยาปฏิชีวนะชนิดตา่งๆ 
ท่ีทดสอบแตกตา่งกนั แสดงวา่ระดบัการแสดงออกของระบบ AdeABC ไม่มีความสมัพนัธ์กบัระดบัการดือ้ยา
ปฏิชีวนะของเชือ้และยงัมีกลไกอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการดือ้ยาท่ีทดสอบแตไ่ม่ได้ทําการศกึษาในครัง้นี ้ ซึง่ผลท่ีได้
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จากการศกึษาการแสดงออกของะบบ AdeFGH และ  AdeIJK คล้ายคลงึกบัผลท่ีได้จากการศกึษาระบบ 
AdeABC เช่นกนั  
 
สว่นการศกึษาเพิ่มเตมิเก่ียวกบัการทํางานของ regulatory gene พบวา่เชือ้ท่ีมีการกลายพนัธุ์ในยีน  adeR และ/
หรือ adeS มีระดบัการแสดงออกของระบบ AdeABC ต่ํากวา่เชือ้ท่ีไมมี่การกลายพนัธุ์ทัง้ในยีน  adeR และ adeS 
(ABJ208) ผลการวิจยันียื้นยนัการทํางานของ ยีน  adeR และ adeS แบบ two component system ในการ
ควบคมุการทํางานของระบบ AdeABC สว่นการแสดงออกของระบบ AdeFGH และ  AdeIJK ท่ีอยูภ่ายใต้การ
ควบคมุของยีน adeL และ adeN ตามลําดบั ซึง่ยีนทัง้ 2 เป็นตวัควบคมุลบ พบวา่การกลายพนัธุ์ในยีนควบคมุไมมี่
ความสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของระบบเสมอไป เชือ้ท่ีมีการกลายพนัธุ์ในยีน adeL ได้แก่ ABJ111 และ ABJ121 
มีระดบัการแสดงออกของระบบ AdeFGH ต่ํา เชือ้ท่ีไม่มีการกลายพนัธุ์ในยีน adeL ได้แก่  ABJ111 และ ABJ178 
มีระดบัการแสดงออกของระบบ AdeFGH สงู ในขณะท่ีเชือ้บางตวัท่ีไม่มีการกลายพนัธุ์ในยีน adeL ได้แก่  
ABJ068  ABJ203 และ ABJ208 มีระดบัการแสดงออกของระบบ AdeFGH ต่ํามาก ในทํานองเดียวกนั  เชือ้บาง
ตวัท่ีมีการกลายพนัธุ์ในยีน adeN ได้แก่  ABJ068  ABJ099 และ ABJ111 มีระดบัการแสดงออกของระบบ 
AdeIJK ต่ํา ในทางตรงกนัข้าม เชือ้บางตวัท่ีมีการกลายพนัธุ์ในยีน adeN ได้แก่  ABJ162 และ ABJ208 มีระดบั
การแสดงออกของระบบ AdeIJK สงู ความไม่สมัพนัธ์นีแ้สดงให้เห็นวา่ ยงัมียีนอืนๆท่ีเก่ียวข้องกบัการควบคมุการ
แสดงออกของ ระบบ AdeFGH และ  AdeIJK และการควบคมุการแสดงออกของระบบทัง้ 2 มีความซบัซ้อน 
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ข้อสรุปผลการวจิัย 
 

 โครงการวิจัยครัง้นีไ้ด้ดําเนินการไปตามแผนการท่ีวางไว้ โดยมีการปรับเปล่ียนเทคนิคท่ีใช้ในและได้ทํา
การวิจยัเพิ่มเตมิจากท่ีเสนอไว้เพ่ือให้ได้ข้อมลูท่ีครบถ้วนยิ่งขึน้ จากผลการวิจยัสรุปได้วา่  
 

1. มีการแพร่กระจายของ A. baumannii  ท่ีดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนัในผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัใน
โรงพยาบาล 

2. กลไกการดือ้ยาท่ีใช้ ATP และ/หรือ pmf เป็นแหลง่พลงังานมีบทบาทสําคญัตอ่การดือ้ยาใน A. 
baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย 

3. A. baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัในโรงพยาบาลมีการแสดงออกของระบบ 
multidrug efflux systems หลายระบบพร้อมกนั บง่บอกถึงการได้สมัผสั selective pressure ท่ี
หลากหลาย ท่ีสําคญัคือ ยาปฏิชีวนะ 

4. ระดบัการแสดงออกของระบบ AdeABC, AdeFGH และ AdeIJK ไมมี่ความสมัพนัธ์กบัชนิดและ
ระดบัความไวตอ่ยาปฏิชีวนะ 

5. การแสดงออกและการควบคมุการทํางานของระบบ multidrug efflux systems ใน A. baumannii มี
ความซบัซ้อนและควรมีการศกึษาในแนวลกึตอ่ไป 

 
ผลการวิจยัชีใ้ห้เห็นถึงความจําเป็นในการควบคมุการใช้ยาปฏิชีวนะอยา่งสมเหตสุมผล ต้องมีการ 

สง่เสริมและเพิ่มพนูความรู้ให้กบับคุคลากรท่ีเก่ียวข้อง เพ่ือให้มีความเข้าใจถึงปัญหาเชือ้ดือ้ยา รวมทัง้สนบัสนนุให้
มีการศกึษาวจิยัเก่ียวกบัเชือ้ดือ้ยาในแนวลกึอยา่งตอ่เน่ืองและจริงจงั เพ่ือให้ทราบถึงท่ีมาท่ีแท้จริงของปัญหาและ
สามารถวางแผนหรือกําหนดแนวทางแก้ปัญหาเหลา่นีไ้ด้อย่างถกูต้องตามหลกัวิทยาศาสตร์ ซึง่ข้อมลูท่ีได้จากการ
ศกึษาวิจยัครัง้นีเ้ป็นประโยชน์อยา่งยิ่งตอ่การตอ่ยอดการวิจยั ซึง่หวัข้อท่ีควรศกึษาเพิ่มเตมิ ได้แก่ 
 

1. ศกึษาความสมัพนัธ์ด้านระบาดวิทยาในระดบัโมเลกลุของ A. baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยและ
สภาวะแวดล้อมในโรงพยาบาล  

2. ศกึษากลไกการดือ้ยาอ่ืนๆ เพ่ือเป็นการพฒันาเทคโนโลยีและความรู้ของประเทศ ร่วมทัง้นําไปใช้ใน
การศกึษาเพ่ือพฒันาหรือผลติยาชนิดใหม่  
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ประโยชน์ในการนําไปใช้ 
  

 การวิจยัครัง้นีเ้ป็นการศกึษาระบบ multidrug efflux pumps ใน A. baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย เชือ้
ชนิดนีเ้ป็นเชือ้ก่อโรคท่ีสําคญัในมนษุย์ โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง ผู้ ป่วยในโรงพยาบาล โดยสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้
ดงันี ้

1. ข้อมลูความไวตอ่ยาปฏิชีวนะของเชือ้สามารถใช้เป็นสว่นหนึง่ของข้อมลูระบาดวิทยาและการเฝา้ระวงั
เชือ้ดือ้ยาของประเทศไทย โดยเฉพาะเชือ้ท่ีก่อโรคในโรงพยาบาล 

 2.  นําข้อมลูการดือ้ยาในระดบัโมเลกลุมาใช้ประกอบการประเมินความเส่ียงเชือ้ดือ้ยาและเป็นแนวทาง
ในการจดัการความเสี่ยง รวมถึงกําหนดนโยบายควบคมุการใช้ยาต้านจลุชีพในคนตอ่ไป  

3. นําข้อมลูการดือ้ยาในระดบัโมเลกลุมาใช้ประกอบการจดัทําแนวทางการใช้ยาปฏิชีวนะอยา่ง
สมเหตสุมผล 

4. เป็นข้อมลูพืน้ฐานสําหรับการศกึษาวิจยัอ่ืนๆและการพฒันาทางเลือกอ่ืนๆในการปอ้งกนัและรักษาโรค
ตดิเชือ้ ได้แก่ 

5.1  ศกึษากลไกการดือ้ยาอ่ืนๆ ในเชือ้ท่ีไม่มีการแสดงออกของระบบท่ีทดสอบ 
5.2  ศกึษาความสมัพนัธ์ด้านระบาดวิทยาในระดบัโมเลกลุของ A. baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย 

รวมทัง้ครอบคลมุเชือ้ท่ีแยกได้จากสว่นตา่งๆในโรงพยาบาล เพ่ือหาท่ีมาของเชือ้ท่ีระบาดใน
โรงพยาบาลและท่ีเป็นสาเหตสํุาคญัของ nosocomial infections  

5.3 ศกึษาเพ่ือพฒันาทางเลือกใหม่หรือยาชนิดใหม่สําหรับการรักษา เช่น effux pump inhibitor สาร
สกดัจากสมนุไพร เป็นต้น 

4. ในการเผยแพร่ความรู้ให้กบันกัวิทยาศาตร์ นกัวิชาการ เจ้าหน้าท่ีสาธารณสขุ แพทย์ เภสชักร รวมถึง
ประชาชนทัว่ไป เพ่ือให้เห็นความสําคญัของการใช้ยาอยา่งถกูต้องและสมเหตสุมผล  
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ภาคผนวก 
 
อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Muller Hinton Agar (MHA) (DifcoTM, MD, USA) 
 - Beef Extract Powder     2.0   g 
 - Acid Digest of Casien     17.5  g 
 - Starch       1.5  g 
 - Agar       17.0   g 
2. Luria-Bertani Agar (LB) (DifcoTM, MD, USA)  

- Trptone      10.0  g 
- Yeast Extract      5.0   g 
- Sodium chloride      5.0   g 
- Agar        15.0    g 

 
ยาปฏชีิวนะและสารเคมีอ่ืนๆ 
 
1. 50X TAE (Tris-Acetate buffer)  ใน 1,000 ml  ประกอบด้วย 
 - Tris       242.0 g 
 - Acetic acid      57.1 g 
 - 0.5M EDTA pH 8.0     100.0 ml 
2. 0.5 M EDTA, pH 8.0 ใน 1,000 ml  ประกอบด้วย 
 - Disodium ethylene diamine tetraacetate. 2H2O   186.1 g 
 - Distilled deionized water    800.0 ml 
 - Adjust pH to 8.0  
3. 1 M Tris HCl, pH 8.0  ใน  1,000 ml  ประกอบด้วย 
 - Tris (ultrapure)      121.1 g 
 - Distilled deionized water    800.0 ml 
 - Adjust pH to 8.0 by adding conc. HCL   42.0 ml 
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4. การเตรียมยาปฏิชีวนะ 
 

Antibiotics Solvents Concentrations range (µg/ml) 
Carbenicillin Water 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 

2048 
Piperacillin Water 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 
Ceftaxidime Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Aztreonam Saturated sodium bicarbonate 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Amikacin Water 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 
Gentamicin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Kanamycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Neomycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Streptomycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Spectinomycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Ciprofloxacin 0.1N NaOH 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 

256 
Tetracycline 70% ethanol 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Erythromycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Chloramphenicol 95% ethanol 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 
Trimethiprim dimethylacetamide 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 

 
 
5. Vogel-Bonner Minimum medium (VBMM, pH7.0) ประกอบด้วย 
 Na3Citrate  10 mM 
 Citric acid  10mM 
 K2HPO4   57mM 
 NaNH4PO4  17 mM 

MgSO4   1 mM 
CaCl2   0.1 mM 
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